严重的细菌感染是血液病患者主要死亡原因之一[@b1]，因此结合本科室细菌感染的流行病学特点进行早期经验性抗感染治疗至关重要。我们对2010--2014年我院血液科患者细菌感染的微生物学及临床特点分析如下。

对象与方法 {#s1}
==========

1．病例：收集2010年1月至2014年12月连续在我院血液科住院出现感染症状并送检标本行病原学检查的血液病患者2 843例。参照全国医院感染监测网确定的感染诊断标准[@b2]，根据临床表现、实验室及影像学检查综合诊断。

2．菌株培养及药敏分析：送检标本包括患者各类临床标本（血液、痰、中段尿液、脓性分泌物）及导管末端。以Mueller-Hinton琼脂为药敏培养基，含50 g/L脱纤维羊血Mueller-Hinton琼脂为肺炎链球菌及其他链球菌药敏培养基。采用Kirby-Bauer纸片扩散法，通过MicroScan WalkAway 96 PLUS（美国西门子公司产品）及VITEK 2 compact（法国生物梅里埃公司产品）全自动微生物鉴定及药敏系统进行分析，参照2013年临床及实验室标准协会（CLSI）推荐的药敏试验方案[@b3]，采用微量稀释法判断结果。质控菌株包括：大肠埃希菌ATCC 25922、铜绿假单胞菌ATCC 27853、肺炎克雷伯菌ATCC 700603、金黄色葡萄球菌ATCC 25923、肺炎链球菌ATCC 49619，均由卫生部临床检验中心提供。分离菌株并删除同一患者相同部位感染的重复菌株。

3．定义：层流病房特指百级层流病房；清洁病房为无层流、进出穿脱隔离服并更换消毒拖鞋、无陪护（小于14岁患者除外）的病房；普通病房即血液科常规病房，无层流、有陪护。

4．统计学处理：运用WHONET5.6软件对菌株分布、耐药率、敏感率进行统计分析。采用SPSS 17.0及R3.0软件对临床资料进行统计分析，连续变量的比较采用Kruskal-Wallis检验，率的比较采用卡方检验。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．细菌感染患者资料：2 843例患者共送检标本3 312份，其中596例患者共培养出634株（19.14%）阳性菌株。596例患者中，恶性血液病510例（85.57%），其中白血病392例、骨髓增生异常综合征35例、浆细胞疾病35例、恶性淋巴瘤44例，其他4例；非恶性疾病患者86例（14.43%），其中再生障碍性贫血41例、噬血细胞综合征13例、血友病10例、原发免疫性血小板减少症8例，其他14例。

2．阳性菌株来源分布：634株阳性分离菌中，血液来源最多（488株，76.97%），其次是痰液（78株，12.30%）。层流病房、清洁病房及普通病房阳性菌株来源分布情况见[表1](#t01){ref-type="table"}。层流病房血液来源阳性菌比例均高于清洁病房（χ^2^=40.842，*P*\<0.001）及普通病房（χ^2^=27.476，*P*\<0.001），普通病房血液来源阳性菌比例高于清洁病房（χ^2^=4.466，*P*=0.035）。

###### 2010--2014年血液科不同病房阳性菌株来源分布情况\[株数（％）\]

  病房类型    菌株数       血液          痰液          尿液      导管末端    脓性分泌物    胸/腹水       其他
  ---------- -------- -------------- ------------- ------------ ----------- ------------ ----------- -------------
  层流病房     113     111（98.23）    1（0.88）        0        1（0.88）       0            0            0
  清洁病房     229     155（67.69）   34（14.85）   5（2.18）    3（1.31）   4（1.75）    3（1.31）   25（10.92）
  普通病房     292     222（76.03）   43（14.73）   15（5.14）       0       2（0.68）    3（1.03）    7（2.40）
                                                                                                     
  合计         634     488（76.97）   78（12.30）   20（3.15）   4（0.63）   6（0.95）    6（0.95）   32（5.05）

注：层流病房：百级层流病房；清洁病房：无层流、相对隔离、穿隔离服、无陪护（小于14岁患者除外）；普通病房：血液科常规病房。其他：除血液外未标注来源的标本

3．阳性菌株种类及分布：634株阳性分离菌中，革兰阴性（G^−^）菌427株（67.35%），革兰阳性（G^+^）菌207株（32.65%）。大肠埃希菌（191株）、肺炎克雷伯菌（66株）及铜绿假单胞菌（55株）位列G^−^菌前三位。G^+^菌主要为凝固酶阴性葡萄球菌（109株）、肠球菌（40株）及链球菌（35株）。在层流病房、清洁病房及普通病房中，G^−^菌分别为85株（75.22%）、161株（70.31%）、181株（61.99%）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。488株血培养阳性菌中316株为G^−^菌株（64.75%），大肠埃希菌（165株，52.22%）最多。78株痰培养阳性菌株中G^−^菌株75株（96.15%），肺炎克雷伯菌列首位（20株，6.67%）；痰培养G^+^菌极少阳性（3株，3.85%）。

###### 2010--2014年血液科病房菌株分布\[株数（％）\]

  组别                      层流病房       清洁病房       普通病房
  ---------------------- -------------- -------------- --------------
  革兰阴性菌              85（75.22）    161（70.31）   181（61.99）
   大肠埃希菌             51（45.13）    57（24.89）    83（28.42）
   肺炎克雷伯菌           13（11.50）    35（15.28）     18（6.16）
   铜绿假单胞菌            10（8.85）     21（9.17）     24（8.22）
   嗜麦芽窄食单胞菌        3（2.65）      7（3.06）      5（1.71）
   鲍曼不动杆菌            1（0.88）      3（1.31）      9（3.08）
   其他                    7（6.19）     38（16.59）    42（14.38）
  革兰阳性菌              28（24.78）    68（29.69）    111（38.01）
   葡萄球菌                7（6.19）     37（16.16）    74（25.34）
    凝固酶阴性葡萄球菌     7（6.19）     35（15.28）    65（22.26）
    金黄色葡萄球菌             0          2（0.87）      9（3.08）
   肠球菌                  8（7.08）      12（5.24）     20（6.85）
    屎肠球菌               7（6.19）      12（5.24）     20（6.85）
    粪肠球菌               1（0.88）          0              0
   链球菌属               13（11.50）     12（5.24）     10（3.42）
   其他                        0          7（3.06）      7（2.40）
                                                       
  合计                    113（100.0）   229（100.0）   292（100.0）

层流病房113株分离菌中，G^−^菌81株（71.68%），G^+^菌32株（28.32%）。G^−^菌主要为大肠埃希菌（51株）、肺炎克雷伯菌（13株）及铜绿假单胞菌（10株）；G^+^菌主要为草绿色链球菌（8株）、表皮葡萄球菌（7株）及屎肠球菌（7株）。

4．耐药情况分析：结合分离菌的种类及数量，分别选取G^−^菌中大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌、铜绿假单胞菌、鲍曼不动杆菌及G^+^菌中凝固酶阴性葡萄球菌、金黄色葡萄球菌、屎肠球菌，分析其对常见抗菌药物的耐药情况。结果发现，G^−^菌对亚胺培南、阿米卡星、哌拉西林／他唑巴坦、头胞哌酮/舒巴坦耐药率低，而对青霉素，三、四代头孢菌素，喹诺酮类耐药率较高；大肠埃希菌、肺炎克雷伯菌中产超广谱β内酰胺酶（ESBL）菌株耐药率分别83.9％及75.0%（[表3](#t03){ref-type="table"}）。G^+^菌中葡萄球菌属产ESBL的菌株耐药率均大于90%，对青霉素类不敏感，而对万古霉素、利奈唑胺及替加环素敏感率均为100.0%（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### 常见革兰阴性菌对各种抗菌药物的耐药率及敏感率（％）

  组别            株数   氨苄西林   头孢曲松   头孢吡肟   头孢他啶   头孢哌酮/舒巴坦   哌拉西林/他唑巴坦                                      
  -------------- ------ ---------- ---------- ---------- ---------- ----------------- ------------------- ------ ------ ------ ------- ------ ------
  大肠埃希菌      124      93.1       6.9        84.7       15.3          42.7               56.5          51.6   46.8   17.1   65.9    13.7   86.3
  肺炎克雷伯菌     34      92.6        0         85.3       14.7          41.2               52.9          44.1   52.9   33.3   66.7    11.8   88.2
  铜绿假单胞菌     30       --         --         --         --            6.7               93.3          6.7    90.0    0     100.0   6.7    93.3
  鲍曼不动杆菌     11      44.4        0        100.0        0            18.2               81.8          27.3   63.6    0     100.0   18.2   81.8

  组别            株数   氨曲南   亚胺培南   阿米卡星   庆大霉素   左旋氧氟沙星   复方磺胺甲噁唑                                       
  -------------- ------ -------- ---------- ---------- ---------- -------------- ---------------- ------ ------- ------ ------- ------ ------
  大肠埃希菌      124     62.1      37.1       0.8        98.4         12.9            86.3        77.4   21.8    65.3   30.6    76.4   23.6
  肺炎克雷伯菌     34     52.9      47.1       11.8       88.2         8.8             91.2        52.9   44.1    17.6   76.5    63.6   33.3
  铜绿假单胞菌     30     6.9       72.4       3.3        90.0          0             100.0         0     100.0    0     100.0    --     --
  鲍曼不动杆菌     11    100.0       0         18.2       81.8          0             100.0        18.2   81.8     0     81.8    30.0   70.0

注：ESBL：超广谱β内酰胺酶；R：耐药率；S：敏感率；--：未测

###### 常见革兰阳性菌对常见抗菌药物的耐药率及敏感率（％）

  组别                  株数   青霉素G   苯唑西林   庆大霉素   左旋氧氟沙星   莫西沙星   氨苄西林/舒巴坦                                      
  -------------------- ------ --------- ---------- ---------- -------------- ---------- ----------------- ------ ------ ------ ------ ------- -------
  凝固酶阴性葡萄球菌     83     87.5       12.5       65.9         34.1         18.1          72.3         45.8   53.0   28.4   55.6   100.0     0
  金黄色葡萄球菌         10     100.0       0         20.0         80.0         20.0          80.0         10.0   90.0   10.0   90.0     0     100.0
  屎肠球菌               29      3.4        0          --           --           --            --          96.6    0      --     --     --      --

  组别                  株数   克林霉素   红霉素   利奈唑胺   万古霉素   替加环素   复方磺胺甲噁唑                                    
  -------------------- ------ ---------- -------- ---------- ---------- ---------- ---------------- ------ ------- --- ------- ------ ------
  凝固酶阴性葡萄球菌     83      23.2      75.6      79.3       20.7        0           100.0         0     100.0   0   100.0   89.9    0
  金黄色葡萄球菌         10      40.0      60.0      50.0       50.0        0           100.0        52.9   100.0   0   100.0   33.3   66.7
  屎肠球菌               29     100.0       0        89.7        0          0           100.0        18.2   100.0   0   100.0    --     --

注：ESBL：超广谱β内酰胺酶；R：耐药率；S：敏感率；--：未测

大肠埃希菌总体数量最多（191株），且产ESBL菌株占83.9%。我们分析层流病房检出的51株大肠埃希菌耐药率及敏感率，结果显示产ESBL的菌株与非产ESBL的菌株相比，前者对各药的耐药率均高于后者（[表5](#t05){ref-type="table"}）。

###### 大肠埃希菌产ESBL和非产ESBL菌株耐药率及敏感率比较（％）

  组别          株数   氨苄西林   头孢曲松   头孢吡肟   头孢他啶   氨曲南   头孢哌酮/舒巴坦   哌拉西林/他唑巴坦                                            
  ------------ ------ ---------- ---------- ---------- ---------- -------- ----------------- ------------------- ------ ------ ------ ------ ------- ----- ------
  产ESBL菌株     42      92.9       7.1        92.5       7.5       42.9         52.4               47.6          52.4   71.4   23.8   14.3   57.1    4.8   95.2
  非ESBL菌株     9       55.6       33.3       66.7       33.3      22.2         77.8               33.3          55.6   66.7   22.2    0     100.0    0    88.9

  组别          株数   亚胺培南   阿米卡星   庆大霉素   环丙沙星   左旋氧氟沙星   复方磺胺甲噁唑   替加环素                                         
  ------------ ------ ---------- ---------- ---------- ---------- -------------- ---------------- ---------- ------ ------ ------ ------ ------ --- -------
  产ESBL菌株     42      2.4        97.6       2.4        95.2         66.7            33.3          73.8     23.8   69.0   28.6   71.4   28.6   0   100.0
  非ESBL菌株     9        0        100.0        0         77.8         44.4            55.5          66.7     22.2   44.4   44.4   77.8   11.1   0   100.0

注：R：耐药率；S：敏感率；ESBL：超广谱β内酰胺酶

5．层流病房与普通病房培养阳性的患者一般情况的比较：层流病房患者中位年龄17 (1\~64）岁，普通病房患者中位年龄49 (14\~87）岁（*P*\<0.001）；男女比分别为65∶36及159∶126（*P*=0.134）；层流病房中恶性血液病患者占94.69%（107/113），普通病房为81.16%（237/292）（*P*=0.001）；两病区G^−^∶G^+^菌株数分别为85∶28及181∶111（*P*=0.012）；层流病房患者留取标本当日中位中性粒细胞绝对计数（ANC）为0（0\~0.31）×10^9^/L，普通病房患者为0.36（0\~24.60）×10^9^/L（*P*\<0.001）；前者ANC\<0.5×10^9^/L中位持续时间为15 (9\~37) d，较普通病房患者\[8 (0\~24）d\]明显延长（*P*\<0.001）。

讨论 {#s3}
====

血液病患者感染早期症状隐匿，可能仅有体温增高，而无其他伴随症状；感染时常伴有中性粒细胞不同程度减少，致病菌难以局限而更易进入血液循环，尤其是造血干细胞移植的患者，有报道粒细胞减少是感染的独立危险因素之一[@b4]，因此血液无菌培养是早期寻找病原学依据的唯一有效方法。Samonis等[@b5]回顾性分析希腊2007--2011年99例恶性肿瘤患者的104份菌血症标本，恶性血液病患者占56%（55/99），提示血液病患者更易合并血流感染。分析细菌入血的途径可能有以下几方面：①血液病患者存在不同程度血小板减少及凝血功能异常，易继发出血性并发症，为细菌入侵打开门户；②放疗、化疗等基础疾病的治疗易导致口腔、消化道皮肤黏膜破溃，定植菌或机会感染菌穿透黏膜屏障入血导致感染；③血液病患者因反复穿刺及中心静脉导管的置入，皮肤完整性受到破坏；④中性粒细胞、淋巴细胞数量及质量异常。我院2010年1月至2014年12月血液科634株阳性分离菌中，血液来源占76.97%（488株），由于血标本污染概率低，能较好地反映血液病患者感染的病原学特点。

对致病微生物种类和分布分析，634株分离菌中，G^−^菌为主，共427株（67.35%），分离的主要G^−^菌依次为大肠埃希菌（191株）、肺炎克雷伯菌（66株）、铜绿假单胞菌（55株），与文献[@b5]--[@b7]报道相似。G^+^菌207株（32.65%）中，凝固酶阴性葡萄球菌列首位（107株），总菌株数量仅次于大肠埃希菌。凝固酶阴性葡萄球菌包含多种不同菌株，但多为耐药率低的条件致病菌，普通病房G^+^菌的比例高于层流洁净病房。

本组病例中共检出大肠埃希菌191株，占所有分离菌的30.13%，其中产ESBL的菌株占83.9%，高于2013年中国CHINET细菌耐药监测[@b8]的报道。国外有文献报道血液病患者合并血流感染中最常见的病原菌即是大肠埃希菌[@b9]--[@b10]，在患者中性粒细胞缺乏时更为多见[@b11]。大肠埃希菌是人类肠道的正常菌群。血液病患者放疗、化疗后易伴随黏膜屏障破坏，而既往广谱抗生素的应用使肠道大量敏感菌遭到杀灭，大肠埃希菌等条件致病菌及耐药菌则过度增长，纵向易位穿透黏膜屏障最终导致菌血症的发生，在移植患者持续粒细胞缺乏时尤为突现。本组数据中大肠埃希菌对于亚胺培南、阿米卡星、哌拉西林／他唑巴坦、头胞哌酮／舒巴坦耐药性低，分别为0.8%、12.9%、13.7%、17.1%，而对三代、四代头孢菌素及喹诺酮类药物耐药率较高。仅发现1株耐亚胺培南的大肠埃希菌，但其对头胞哌酮／舒巴坦敏感。ESBL是头孢菌素耐药的主要原因，ESBL空间构象改变、GyrA的双位点突变、ParC的单位点突变等可能导致多耐药大肠埃希菌产生[@b12]--[@b13]。G^−^菌中肺炎克雷伯菌在血培养比例仅次于大肠埃希菌，但在呼吸道标本中居首位，产ESBL的菌株占75%，耐药率高。碳青霉烯酶的产生和细胞外膜孔道蛋白的缺失导致CTX-M-15表达可能是肺炎克雷伯菌耐药的主要机制[@b14]--[@b15]。非发酵菌中铜绿假单胞菌耐药菌少，敏感率基本大于90%。鲍曼不动杆菌对头胞哌酮／舒巴坦及阿米卡星的敏感性为100.0%，耐药率低于2012年中国CHINET细菌耐药监测网的统计数据[@b16]，可能与监测网统计的菌株多来自ICU病房有关。

G^+^菌主要为凝固酶阴性葡萄球菌，产ESBL的菌株占90.9%，对青霉素类不敏感，对万古霉素、利奈唑胺、替加环素敏感性均为100.0%。耐甲氧西林的凝固酶阴性葡萄球菌（MRCNS）比例为65.9%，低于2013年中国CHINET的统计数据[@b7]；较长的住院时间、延迟的足量抗生素给药时间（大于发热后48 h）等可能与耐药性相关[@b17]。我科2010--2014年尚未发现耐万古霉素肠球菌菌株。

同时，患者和病房的差异可能导致细菌易感性不同。层流病房患者多为青少年，以高危恶性血液病为主，既往曾经历多次放、化疗及感染过程。所有标本均采集于治疗过程中，且主要为血液标本，其培养结果与国内外移植中心的报道[@b18]--[@b20]相似。而普通病房患者疾病分布广泛，均为成年人，且部分为社区获得性感染，呼吸道、泌尿道等感染易见，G^+^菌多，但耐药性低。虽然长时间的粒细胞减少及移植后免疫抑制剂应用增加了移植患者院内感染的风险，但消毒隔离措施能有效减少此类机会感染的发生。
